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RESUMEN 
Laforina, una de las proteínas alteradas en la enfermedad de Lafora, presenta una estructura 
modular compuesta por un dominio de unión a carbohidratos y un dominio fosfatasa de 
especificidad dual. Aunque se ha postulado su función fisiológica como fosfatasa de 
carbohidratos, se ha descrito su interacción con la E3 ubicuitina ligasa malina, implicada 
también en la enfermedad. Esta interacción permite a laforina intervenir en la regulación de 
muchos otros procesos independientes de su actividad fosfatasa, como pueden ser la 
degradación proteica por la vía proteasomal o la autofagia. 
Se ha descrito que laforina es capaz de formar dímeros en función de las condiciones de 
oxidorreducción. Mientras que en un principio se postuló que los monómeros de laforina eran 
inactivos y que su dimerización podía ser necesaria para la actividad fosfatasa, más tarde se 
ha descrito que dicha actividad no depende de la dimerización, y que laforina se encuentra 
presente principalmente en forma monomérica. Ante la evidencia de que la capacidad de 
dimerización era dependiente de las condiciones de oxidación, estudios previos en nuestro 
laboratorio identificaron a la cisteína 329 como responsable mayoritaria de la dimerización de 
laforina. 
En el presente trabajo hemos confirmado la ausencia de dimerización del mutante C329S en 
células de mamífero, así como hemos comprobado que esta mutación no afecta a la actividad 
catalítica ni a la formación de un complejo funcional con malina. Hasta el momento se 
desconoce la posible función de los dímeros de laforina y su relación con la enfermedad, por 
lo que disponer de una forma mutante incapaz de dimerizar pero que conserva las propiedades 
bioquímicas y funcionales puede constituir una herramienta útil para analizar las 
implicaciones fisiológicas de la oligomerización de laforina. 
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INTRODUCCIÓN 
1. Enfermedad de Lafora 
La enfermedad de Lafora (Lafora Disease, LD; OMIM 254780) es un tipo de epilepsia 
mioclónica progresiva de herencia autosómica recesiva, descrita por primera vez por el 
neurólogo español Gonzalo Rodríguez Lafora en 1911 (Lafora and Glueck, 1911). Se trata de 
una enfermedad rara (prevalencia <5/10.000 personas) cuyos primeros síntomas aparecen 
durante la adolescencia, en forma de crisis epilépticas, demencia progresiva y pérdida visual, 
seguidos de la degeneración del sistema nervioso central y finalmente la muerte del paciente 
durante la década siguiente a la aparición de los primeros síntomas (Gentry et al., 2009; 
Tagliabracci et al., 2007). Hasta la fecha se han identificado dos genes implicados en la 
enfermedad: EPM2A, que codifica para la fosfatasa de especificidad dual laforina, y EPM2B, 
que codifica para la E3 ubicuitina ligasa malina. No obstante, las mutaciones en estos dos 
genes solo permiten explicar el 88% de los casos, mientras que el 12% restante no presenta 
mutaciones en ninguno de ellos. Esto ha llevado a hipotetizar sobre la implicación de un 
tercer locus en la enfermedad (Chan et al., 2004). 
La enfermedad se caracteriza por la presencia de acúmulos intracelulares de 
poliglucosanos en diversos tejidos de los pacientes. Estos acúmulos, denominados “cuerpos 
de Lafora” (Lafora Bodies, LB) son polímeros de glucosa que, a diferencia del glucógeno 
normal, presentan un menor grado de ramificación, así como una mayor cantidad de fosfato y 
material ubicuitinado, indicando esto último la presencia de proteínas mal plegadas 
pendientes de degradación (Gentry et al., 2012; Mittal et al., 2007).  
En principio se hipotetizó que laforina actuaba como fosfatasa de glucógeno, y que su 
ausencia daba lugar a un glucógeno hiperfosforilado, sobre el que el enzima ramificante no 
era capaz de actuar con normalidad; esto daría lugar a un glucógeno menos ramificado y de 
menor solubilidad, más similar al almidón vegetal (Tagliabracci et al., 2007). Así, la causa de 
la muerte neuronal en los pacientes de enfermedad de Lafora sería la acumulación de estas 
formas alteradas de glucógeno. A pesar de que esto sugiere una alteración en el proceso de 
síntesis o regulación del glucógeno, todavía se desconoce si los LBs son la causa de la 
enfermedad o una consecuencia de alteraciones previas. 
Una segunda hipótesis se basa en la capacidad de laforina y malina para formar un 
complejo funcional, en el que laforina se encargaría de dirigir a malina hacia los distintos 
sustratos (proteínas implicadas en el metabolismo del glucógeno) para que tuviera lugar su 
poliubicuitinación y degradación por el proteasoma. En ausencia de laforina o malina, la 
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degradación de proteínas vía proteasoma está alterada, dando lugar a la acumulación de  
proteínas mal plegadas, que producen un efecto tóxico que desencadena estrés en el retículo 
endoplasmático y finalmente la muerte celular (Vernia et al., 2009).  
No obstante, es posible que tanto la actividad fosfatasa de carbohidratos de laforina como 
la unión y degradación de proteínas implicadas en la síntesis de glucógeno estén alteradas en 
la enfermedad, dando lugar a la formación de LBs (Gentry et al., 2012). Por ello, 
independientemente de qué alteración sea la causa primera de la enfermedad, ahondar en el 
estudio de las propiedades fisicoquímicas y funcionales de laforina es necesario para una 
mejor comprensión de las bases moleculares de esta patología. 
 
2. Laforina 
Laforina es una proteína con actividad fosfatasa, de 331 aminoácidos y formada por dos 
dominios: un dominio de unión a carbohidratos (Carbohydrate Binding Module, CBM) en 
posición N-terminal, que permite su unión a glucógeno, y un dominio fosfatasa de 
especificidad dual (Dual Specificity Phosphatase Domain, DSPD) en posición C-terminal 
(Ganesh et al., 2000; Wang, 2002) (Figura1). Se ha observado que mutaciones localizadas en 
cualquiera de los dos dominios dan lugar a una pérdida de función, lo cual parece indicar que 
ambos son necesarios para la actividad de laforina. 
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Laforina se expresa en todos los tejidos humanos, aunque los mayores niveles de expresión 
se encuentran en cerebro, músculo esquelético, corazón e hígado. Su expresión se incrementa 
tras el nacimiento, alcanzando el máximo durante la edad adulta (Ganesh et al., 2001; 
Serratosa et al., 1999).  
 
2.1 Laforina como fosfatasa 
Dentro de las fosfatasas de especificidad dual (Dual-Specificity Phosphatases, DSPs), 
capaces de defosforilar tanto tirosinas como serinas/treoninas, laforina se encuentra 
clasificada en el grupo de las DSPs atípicas, siendo la única fosfatasa humana con dominio de 
unión a carbohidratos conocida hasta la fecha (Gentry et al., 2009). Este tipo de fosfatasas 
basan su actividad en un motivo catalítico que contiene un aminóacido de cisteína 
(HCX1X2GX3X4R[S/T], C266 en laforina) (Andersen et al., 2001) y pertenecen a la 
superfamilia de las PTPs (Protein Tyrosine Phosphatases). Se ha descrito que el estado de 
oxidorreducción de la cisteína catalítica es crítico para la actividad de laforina. Es necesario 
que la cisteína se encuentre reducida para que la fosfatasa sea activa, pudiendo llegar a 
inactivarse de forma irreversible si las condiciones de oxidación son intensas. De este modo, 
el estado de oxidación puede ser una forma de regular la actividad de las fosfatasas basadas en 
cisteína (den Hertog et al., 2005; Denu and Tanner, 1998; Ross et al., 2007). 
A pesar de pertenecer a la familia de las DSPs, múltiples estudios han demostrado que 
laforina es capaz de defosforilar carbohidratos, por lo cual se propuso como miembro 
fundador de un nuevo grupo de proteínas: las fosfatasas de carbohidratos (Worby et al., 
2006). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estructura de laforina. (A) Esquema de los dominios de laforina. Se muestra en azul la posición 
aproximada de las nueve cisteínas que serán estudiadas en el presente trabajo, indicando a qué dominio 
pertenecen (CBM: dominio de unión a carbohidratos; DSPD: dominio fosfatasa dual). (B) Modelización de la 
estructura terciaria de los dominios CBM (izquierda) y DSPD (derecha) de laforina. Las cisteínas estudiadas en 
este trabajo aparecen en amarillo en el CBM y en naranja en el DSPD; en gris, los triptófanos del CBM 
responsables de la unión a carbohidratos. Figura adaptada de (Sánchez-Martín et al., 2013).  
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2.2  Interacción laforina-malina 
Como ya se ha dicho anteriormente, laforina es capaz de unirse a malina, sirviendo de 
andamiaje frente a distintas proteínas implicadas en la síntesis del glucógeno. De este modo 
malina puede promover su ubicuitinación y marcarlas para degradación, inhibiendo la síntesis 
de glucógeno (Vilchez et al., 2007). Se ha comprobado que el papel de laforina como proteína 
adaptadora es independiente de su función como fosfatasa, ya que el mutante catalíticamente 
inactivo C266S mantiene su capacidad de unirse a malina y producir la degradación de sus 
proteínas diana (Solaz-Fuster et al., 2008). Además, la interacción entre laforina y malina 
sirve como mecanismo de regulación de los niveles de laforina, ya que malina es capaz de 
ubicuitinarla para que sea degradada (Gentry et al., 2005).  
 
2.3  Dimerización de laforina 
Se ha descrito que laforina purificada a partir de bacterias, cultivos celulares o tejidos es 
capaz de dimerizar (Castanheira et al., 2010; Fernandez-Sanchez et al., 2003; Liu et al., 
2006). Sin embargo, el mecanismo por el cual se produce esta dimerización todavía se 
desconoce. Aunque inicialmente se describió que la dimerización de laforina era necesaria 
para su actividad fosfatasa (Liu et al., 2006), estudios recientes muestran que laforina en 
forma monomérica no solo es plenamente activa, sino que es la forma mayoritaria (Dukhande 
et al., 2011). Aunque se podría pensar en la dimerización como una forma de regulación de la 
actividad de laforina, en el estudio realizado por Dukhande et al. (Dukhande et al., 2011) se 
comprobó que la dimerización no influía en la actividad fosfatasa (tanto sobre sustratos 
artificiales como sobre carbohidratos fosforilados), ni en la unión a glucógeno o a malina. 
Al igual que sucede con la actividad catalítica, las condiciones de oxidorreducción parecen 
regular la dimerización de laforina, ya que la adición de un agente reductor como el DTT es 
capaz de impedir completamente la formación de dímeros (Figura 2). Sin embargo, la 
ausencia de un agente reductor inhibe la actividad fosfatasa de laforina y favorece su 
oligomerización (Dukhande et al., 2011). Por lo tanto, la presencia de estrés oxidativo en el 
interior celular podría afectar a estos dos procesos.  
 
INTRODUCCIÓN 
 
5 
 
 
Figura 2. Efecto de las condiciones de oxidorreducción en la dimerización de laforina. Extractos de 
células HEK-293 transfectadas con construcciones de myc-laforina se analizaron empleando electroforesis en 
condiciones no reductoras (ausencia de SDS y DTT en el tampón de carga y sin hervir las muestras) y Western 
blot con anticuerpos anti-laforina. La adición de cantidades crecientes de agente reductor impide la 
oligomerización de laforina, sugiriendo que los puentes disulfuro podrían ser la causa de la dimerización. 
Adaptado de (Dukhande et al., 2011). 
 
La presencia de discrepancias en la bibliografía respecto a la dimerización de laforina 
puede ser debida a la tendencia natural de esta proteína a formar agregados. Esto hace que en 
función del estado de oxidorreducción establecido en las condiciones experimentales, los 
resultados obtenidos puedan ser distintos. 
En un trabajo preliminar realizado en nuestro laboratorio, se estudiaron las distintas 
cisteínas de laforina para averiguar cuáles de ellas estaban implicadas en la dimerización de 
laforina. A través del alineamiento de las secuencias de múltiples ortólogos de laforina, así 
como de la elaboración de modelos estructurales, se pudo definir la posición relativa y el 
grado de conservación de cada cisteína, así como su localización aproximada en la estructura 
y la accesibilidad al solvente (Figura 1B). Al no encontrarse ni en la secuencia primaria ni en 
la estructura terciaria ningún claro candidato responsable de la dimerización, se crearon 
mutantes de laforina en los que cada cisteína individual fue sustituida por serina. De este 
modo se obtuvieron ocho formas mutantes: siete mutaciones puntuales (C123S, C169S, 
C205S, C250S, C266S, C278S y C329S) y una doble (C109S/110S). Esta última forma se 
creó debido a la proximidad entre ambas cisteínas, para evitar que si se mutaba una, la 
adyacente pudiera realizar la interacción en su lugar.  
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Se evaluó la capacidad de dichos mutantes de dimerizar in vitro, observándose que 
únicamente el mutante C329S fue incapaz de formar dímeros (Figura 3).  
A partir de estos resultados preliminares, en el presente trabajo estudiaremos el efecto de 
estas mutaciones de cisteína en la actividad catalítica de laforina, así como las implicaciones 
de la dimerización en la función de laforina, a través de una forma mutante incapaz de 
dimerizar (laforina-C329S). 
 
 
Figura 3. Estudio de la capacidad de dimerización in vitro de los mutantes de laforina. Las proteínas 
recombinantes expresadas en bacterias fueron purificadas y sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida 
en condiciones no reductoras, seguido de inmunodetección con anticuerpos anti-laforina. Todos los mutantes 
fueron capaces de formar dímeros, con excepción del C329S. Figura adaptada de (Sánchez-Martín et al., 2013). 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Cepas bacterianas 
Las cepas de Escherichia coli empleadas en este trabajo fueron DH5α para la clonación y 
amplificación de plásmidos y BL21-CodonPLus® (DE3)-RIL (Stratagene) para la expresión y 
purificación de proteína recombinante. Ambos tipos de bacterias se crecieron en agitación a 
37°C, usando medio LB (peptona 1%, extracto de levadura 0’5% y NaCl 1% a pH 7’5) 
suplementado con 100 μg/mL de ampicilina y, en el caso de las BL21-CodonPLus® (DE3)-
RIL, añadiendo 33 μg/mL de cloramfenicol. Para la transformación bacteriana el método 
empleado fue la electroporación a 1700 V. Antes de sembrar en medio sólido con antibióticos 
se dejó crecer las bacterias transformadas durante 45 min en medio LB a 37°C, de modo que 
pudieran comenzar a expresar los genes de resistencia a antibiótico. 
     
2. Vectores de expresión 
Los plásmidos empleados fueron pET21b+ (Novagen) para la expresión de proteína en 
bacterias y pCMV (BD-Biosciences) para la expresión en células de mamífero. En el caso del 
pCMV, se emplearon variantes con distintos epítopos (myc y HA) para diferenciar las 
distintas proteínas en el revelado por Western blot. El plásmido pBSK-6xHis-UB empleado 
para los ensayos de ubicuitinación fue cedido por el Dr Erwin Knecht (Centro de 
Investigación Príncipe Felipe, Valencia). 
Para el ensayo de doble híbrido en levadura se emplearon construcciones en los vectores 
pACT2 y pEG202 (descritos en (Solaz-Fuster et al., 2008)). 
 
3. Purificación de laforina a partir de bacterias 
La proteína laforina fue purificada por afinidad con una resina de amilosa-Sepharose (New 
England Biolabs). Para ello, bacterias BL21-CodonPLus® (DE3)-RIL se transformaron según 
se ha descrito previamente con las diferentes construcciones en pET21b+. Las bacterias se 
crecieron en medio LB con 100 μg/mL de ampicilina y 33 μg/mL de cloramfenicol. Cuando la 
DO600 alcanzó entre 0’5 y 0’8 unidades se indujo la expresión de la proteína de interés con 
isopropil-β-D-tiogalactósido (IPTG) 0’1 mM, 3 h a 37°C. Tras esto, las bacterias se 
recogieron y resuspendieron en tampón de suspensión [PBS con cóctel de inhibidores de 
proteasas (Roche), PMSF 2 mM y Triton X100 0’2% (SIGMA)], para a continuación lisarse 
mediante sonicación. La purificación se realizó por cromatografía de afinidad con amilosa-
Sepharose, para ser posteriormente eluidas por competición con 500 mM de maltosa libre.  
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Una vez obtenidas, las muestras se separaron por SDS-PAGE usando geles de 
poliacrilamida al 10%. La cuantificación se realizó mediante tinción con azul de Coomassie 
[Coomassie 0’25% (p/v), metanol 5% (v/v), ácido acético 10% (v/v)] y un patrón con 
cantidades conocidas de BSA (albúmina de suero bovino; SIGMA). Los lavados posteriores a 
la tinción se realizaron con metanol 5% (v/v), ácido acético 10% (v/v). 
 
4. Análisis de proteínas por Western blot  
Las proteínas se analizaron por SDS-PAGE usando geles con un 10% de poliacrilamida y 
de un grosor de 1’5 mm, empleando la metodología Western blot descrita en (Coligan, 2003). 
Antes de realizar la carga, se añadió a las muestras tampón de carga 2x [Tris-HCl 125 mM pH 
6’8, glicerol 20% (v/v), SDS 4% (v/v), azul de bromofenol 0’04 mg/mL, ditiotreitol (DTT) 31 
mg/mL] y se hirvieron durante 5 min. En el caso de los geles en condiciones no reductoras se 
empleó tampón de carga sin SDS ni DTT y las muestras se cargaron sin hervir. 
Para la electroforesis se empleó un sistema mini-protean Electrophoresis System (Bio-Rad) 
a una resistencia constante de 15-20 miliamperios en tampón compuesto por glicina 0’2 M, 
Tris 25 mM, SDS 0’1% (p/v). A continuación se transfirió el gel a una membrana de PVDF 
(Immobilon Transfer Membranes, Millipore) durante 90 min a una diferencia de potencial de 
100 voltios, en tampón compuesto por glicina 0’1 M, Tris 12’5 mM, metanol 20% (v/v).  La 
membrana transferida se bloqueó con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TBS-T [Tris-
HCl 20 mM pH 7’5, NaCl 150 mM, Tween-20 0’1 % (v/v)] durante 90 min a temperatura 
ambiente en agitación. Para la inmunodetección, las membranas se incubaron con el 
anticuerpo primario correspondiente disuelto en la misma solución de leche en polvo y TBS-T 
empleada para el bloqueo, durante toda la noche a 4°C. Para eliminar los restos de anticuerpo 
se realizaron tres lavados con TBS-T de 10 min cada uno, tras lo cual las membranas se 
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a HRP durante al menos 1 h a temperatura 
ambiente. Después de tres lavados más con TBS-T, las membranas se revelaron con 
ECLprime (GE Healthcare) y se procesaron con un equipo Fuji LAS 4000mini (Fujifilm). Los 
anticuerpos primarios empleados fueron: anti-HA (Roche), anti-laforina 3.5 (desarrollado por 
el Dr. Santiago Rodríguez de Córdoba, Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid) 
y anti-myc (SIGMA). En todos los casos el anticuerpo secundario empleado fue anti-mouse-
HRP (Santa Cruz Biotechnology). 
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5. Ensayos fosfatasa in vitro 
Los ensayos se realizaron empleando el sustrato artificial 3-orto-metilfluorescein fosfato 
(OMFP, SIGMA) a una concentración final de 0’5 mM, en Tris-HCl 100 mM, NaCl 150 mM 
y DTT 10 mM. La reacción se llevó a cabo sobre un volumen final de 200 μL, utilizando 1μg 
de proteína, en placas ELISA multipocillo a 37°C. La hidrólisis del OMFP se midió como 
incremento de absorbancia a 490 nm, en un lector de placas Wallac 1420, PerkinElmer. La 
actividad fosfatasa se expresó como unidades de absorbancia a 490 nm por microgramo de 
proteína y minuto de reacción. Se relativizó utilizando la actividad del tipo silvestre como 
100% y las gráficas se representaron utilizando el software Graphpad Prism 5.0 
(www.graphpad.com) 
 
6. Cultivos de células de mamífero y transfecciones 
Las células empleadas en el presente trabajo fueron HEK-293 (células embrionarias de 
riñón humano), crecidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) completo, 
conteniendo 4’5 g/L de glucosa, 10% (v/v) de FBS inactivado por calor y suplementado con  
glutamina 2mM, 100 µg/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. Las células se 
crecieron a 37°C y 5% de CO2, en atmósfera húmeda. Los pases realizados para el 
mantenimiento de los cultivos celulares se realizaron mediante tripsinización con Tripsina-
EDTA. La transfección se realizó con X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent 
(Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante con una relación plásmido:producto de 
1μg:3μL. Tras 24 h de crecimiento en medio con la mezcla de transfección, se lisaron las 
células en tampón de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7’5, EDTA 15 mM, sacarosa 
0’6 M, NaF 50 mM, Na2P2O7 5 mM, fenilmetilsulfonil-fluoruro 1 mM, NP40 0’5% e 
inhibidores de proteasas). Los lisados se recogieron con un rascador de plástico y se 
homogeneizaron con una jeringa de 0’5 x 16 mm (V 1mL). Las proteínas del lisado se 
cuantificaron por el método de Bradford (Dc Protein Assay, Bio-Rad). 
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7. Ensayo de doble híbrido de levadura. 
La cepa THY-AP4 de Saccharomyces cerevisiae [MATα ura3 leu2 trp1 lexA::lacZ 
lexA::HIS3lexA::ADE2] fue cotransformada con pACT2-malina (contiene el dominio de 
activación GAD) y pEG202-laforina (tipo silvestre y C329S; contiene el dominio de unión al 
ADN LexA). El gen reportero empleado fue el gen lacZ, que codifica para una enzima cuya 
actividad es cuantificable (β-galactosidasa). Los transformantes se crecieron en condiciones 
selectivas [SC, 2% (p/v) glucosa y en ausencia de los aminoácidos esenciales Leu y Trp o 
His] y, posteriormente, se determinó la actividad β-galactosidasa en líquido. Este ensayo se 
realizó con la cantidad de células equivalente a 0’5 unidades de DO600 en 1 mL de tampón Z 
con 25 L de SDS 0’1% (p/v) y 25 L de cloroformo. Como sustrato se utilizó 200 L de 
ONPG (o-nitrofenil -D-galactopiranósido, de SIGMA) 4 mg/mL y la reacción se paró con 
500 L de Na2CO3 1 M a tiempos controlados. El color amarillo desarrollado a 30º C se 
midió a DO420 y se expresó en unidades Miller, aplicando la siguiente transformación:  
2 x 
(min)t 
1.000 x DO
MillerUnidades 420  
 
8. Ensayo de coinmunoprecipitación en células de mamífero. 
Se sembraron dos placas p100 con 3x10
6
 células HEK-293 y al día siguiente fueron 
transfectadas con los plásmidos correspondientes. 24 h después de la transfección con X-
treme GENE HP DNA Transfection Reagent (Roche), se recogieron las células en tampón de 
lisis [Tris 25 mM pH 8, NaF 5 mM, Na2P2O7 5 mM, tabletas de inhibidores de proteasas 
(Roche), KCl 100 mM, Nonidet P-40 10%, PMSF 1 mM, NaVO4 1 mM]. Las células se 
permeabilizaron utilizando una jeringuilla de 0’5 x16 mm (V 1 mL) y se dejaron en hielo 10 
min para favorecer la solubilización de las proteínas. Después se centrifugó 5 min a 5000 
r.p.m a 4ºC. 1200 µg de proteínas totales de la fracción soluble se incubaron durante 30 min a 
4ºC con I.P.A 300 (Repligen), previamente lavadas con tampón de lisis (tres lavados de 5 min 
x 1000 r.p.m). La inmunoprecipitación se realizó con 2 µL de anticuerpo anti myc 
monoclonal, 2 h a 4ºC, y sobre esa mezcla se añadieron 50 µL de proteína A/G plus (Santa 
Cruz Biotechnology), incubándose 2 h más a 4ºC. La proteína A/G plus, se lavó previamente 
con tampón de lisis (dos lavados de 5 min x 1000 r.p.m). Los complejos se analizaron por 
Western blot en geles del 12% de poliacrilamida, empleando los anticuerpos correspondientes. 
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9. Ensayos de ubicuitinación 
Para la realización de estos ensayos se empleó una construcción de ubicuitina modificada 
con un epítopo de seis histidinas en el extremo N-terminal (6xHis-UB (Kaiser and Tagwerker, 
2005)). Esta modificación permite la purificación de proteínas ubicuitinadas por 
cromatografía de afinidad con una resina de cobalto (resina TALON, Clontech). Se 
transfectaron placas p100 de células HEK-293 con los plásmidos de interés (incluida la 
construcción de ubicuitina) utilizando X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent 
(Roche). Las células se recogieron empleando un medio desnaturalizante que evita la acción 
de las deubicuitinasas (cloruro de guanidinio 6M, Na3PO4 0’1 M, Tris-HCl 0’1M pH 8). Para 
separar las células de la placa se empleó un rascador de plástico y el lisado obtenido se 
homogeinizó con jeringas de 0’5 x 16 mm (V 1mL). A continuación las muestras se 
clarificaron por centrifugación a 10000  rpm durante 15 min, recogiéndose la fracción soluble 
y cuantificándose el contenido proteico. El volumen de extracto total correspondiente a 1’5 
mg de proteína se incubó en rotación con 100 μL de la matriz de cobalto, durante 3 h a 
temperatura ambiente, en un volumen total de cada muestra de 1mL, con una concentración 
de Imidazol de 10 mM. Tras la incubación se lavó la resina una vez con tampón B (cloruro de 
guanidinio 6 M, Na3PO4 0’1 M, Tris-HCl 0’1 M pH 8 y 10 mM de Imidazol) y cuatro veces 
con tampón C (urea 8M, Na3PO4 0,1 M, Tris-HCl 0’1 M pH 8 y 10 mM de Imidazol). La 
duración de los lavados fue de 15 min. Por último, las proteínas retenidas en la resina se 
solubilizaron con tampón de carga y se visualizaron por Western blot. 
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RESULTADOS 
1. Caracterización bioquímica de mutantes de cisteína de laforina 
Con el objetivo de estudiar el efecto de las mutaciones de cisteína sobre las funciones de 
laforina, se utilizaron las formas mutantes previamente desarrolladas en el laboratorio para 
realizar ensayos de actividad fosfatasa in vitro sobre el sustrato artificial OMFP. La hidrólisis 
de este sustrato produce un producto coloreado, de modo que la variación de absorbancia en 
el tiempo puede ser medida para cuantificar la actividad fosfatasa de la proteína estudiada. 
Las proteínas recombinantes se expresaron en E. coli y se purificaron empleando una resina 
de amilosa, a la cual laforina se une mediante su dominio CBM. Esta metodología presenta la 
ventaja de que permite la purificación sin necesidad de añadir un epítopo a la proteína, a la 
vez que sirve para comprobar la funcionalidad del dominio CBM. Todos los mutantes 
pudieron ser purificados de este modo, con excepción del C278S, que no pudo ser expresado 
en modelos de bacteria ni de levadura, por lo que no fue incluido en el estudio. Como se 
puede observar en la Figura 4A, la mayoría de los mutantes presentan una reducción en la 
actividad fosfatasa, a excepción del C329S, cuya actividad resulta similar a la del tipo 
silvestre. Cuando se estudió el efecto del pH sobre la actividad catalítica, se observó que todos 
los mutantes defosforilan el OMFP con máxima eficiencia a pH=8, aunque algunos mutantes, 
como el C205S y el C250S, presentan una mayor sensibilidad a las variaciones de pH que el 
resto (Figura 4B). 
Dado que se ha descrito que las condiciones de oxidorreducción juegan un papel crucial en 
la actividad catalítica y en la capacidad de dimerización de laforina (Dukhande et al., 2011; 
den Hertog et al., 2005; Denu and Tanner, 1998; Ross et al., 2007), quisimos estudiar el 
efecto que producía la adición de un agente oxidante sobre la actividad fosfatasa de los 
distintos mutantes. Para ello se añadieron cantidades crecientes de H2O2 al medio de reacción 
y, tras veinte minutos de incubación, se realizó la medición. Como se muestra en la Figura 
4C, todos los mutantes siguen la misma dinámica de inactivación que el tipo silvestre, con 
excepción del C123S, que presenta una marcada resistencia a la inactivación a 
concentraciones bajas de H2O2. El tipo silvestre, así como la mayoría de mutantes, presentan 
una IC50 (definida como la concentración de H2O2 a la cual la capacidad catalítica es la mitad 
de la máxima) entre 2,3 y 4,5 μM, mientras que la IC50 del mutante C123S es de 23,2 μM.  
Una vez determinado el efecto del H2O2 sobre los mutantes de cisteína, quisimos 
comprobar cómo afectaba dicha mutación a la capacidad de recuperación de la actividad 
fosfatasa al añadir un agente reductor. Para ello, muestras tratadas con 80 μM de H2O2 fueron 
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incubadas durante 5 minutos con una concentración de 10 mM de DTT, tras lo cual se midió 
la actividad fosfatasa. Todos los mutantes recuperaron  la actividad en condiciones reductoras, 
aunque solo los mutantes C109/110S, C123S y C329S la recuperaron al 100% (Figura 4D). 
La recuperación de los mutantes C169S, C205S y C250S, en cambio, se situó en torno al 50% 
de la actividad del tipo silvestre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Análisis bioquímico de los mutantes de laforina. (A) Ensayo fosfatasa in vitro frente al sustrato 
artificial OMFP, a partir de proteínas recombinantes expresadas en bacteria y purificadas empleando una resina 
de amilosa (ver Material y Métodos). El mutante catalíticamente inactivo C266S fue incluido como control 
negativo. (B) Efecto del pH sobre la actividad catalítica de los mutantes de laforina. Se realizaron ensayos 
fosfatasa empleando diferentes condiciones de pH. Los resultados se muestran como porcentaje de actividad 
fosfatasa, tomando como 100% el pH de máxima actividad de cada mutante (pH = 8 en todos los casos). (C) 
Estudio de la actividad fosfatasa en presencia de un agente oxidante. Las muestras se incubaron durante 20 min 
con cantidades crecientes de H2O2, tras lo cual se midió su actividad. La actividad se expresa como porcentaje de 
actividad fosfatasa, tomando como 100% la actividad en ausencia de H2O2. La IC50 se calculó tomando la 
concentración de H2O2 en que la actividad era la mitad de la máxima. (D) Perfil de recuperación de la actividad 
de los mutantes de cisteína. Las muestras tratadas 20 min con 80 μM de H2O2 se incubaron durante 5 min con 10 
mM del agente reductor DTT previamente a la medición de su actividad fosfatasa. La actividad se muestra como 
recuperación relativa, siendo ésta el cociente entre la actividad de estas muestras y la de las muestras sin tratar 
con H2O2, expresado en porcentaje. Las barras de error representan la desviación estándar de tres medidas 
independientes; la significación estadística se refiere a la actividad de la proteína silvestre (* p<0.05, ** p<0.01 y 
*** p<0.001). 
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Una vez examinadas las propiedades bioquímicas de los distintos mutantes de laforina, 
decidimos profundizar en el estudio de la forma mutante C329S, que es la única incapaz de 
dimerizar, a pesar de lo cual mantiene plena capacidad catalítica en comparación con el tipo 
silvestre, como muestran estos resultados. 
2. Caracterización funcional del mutante C329S 
2.1 Ensayos de interacción laforina-malina 
Puesto que los resultados anteriores demostraban que el mutante C329S mantenía la 
actividad catalítica a pesar de ser incapaz de dimerizar, decidimos estudiar el efecto de la 
mutación de este aminoácido expresando laforina en células de mamífero. Para ello se 
transfectaron células HEK-293 con construcciones de myc-laforina (tipo silvestre y C329S) y 
se ensayó su capacidad de dimerización in vitro (Figura 5A). Al igual que lo observado en 
bacterias, el mutante C329S solo aparece en forma monomérica, mientras el tipo silvestre 
aparece en forma monomérica y dimérica. Este resultado apoya la participación de la cisteína 
329 en la formación de dímeros de laforina, y combinado con los resultados obtenidos en los 
otros mutantes, apunta a la cisteína 329 como responsable mayoritaria de la dimerización de 
laforina. 
A continuación examinamos cómo afectaba la incapacidad para dimerizar de este mutante 
en otras funciones de laforina. Como se ha explicado previamente, laforina es capaz de formar 
un complejo funcional con malina, favoreciendo así la ubicuitinación de diversos sustratos 
proteicos para su degradación. A pesar de que trabajos previos en nuestro laboratorio 
mostraron que la dimerización no influye en la capacidad de interacción con malina 
(Dukhande et al., 2011), quisimos corroborar si este mutante incapaz de dimerizar podía 
formar un complejo funcional con ella. 
En primer lugar estudiamos por la técnica de doble híbrido de levadura si la forma mutante 
C329S mantenía la capacidad de interaccionar con malina. La cepa THY-AP4 de 
Saccharomyces cerevisiae se transformó con construcciones de laforina (tipo silvestre y 
C329S) fusionadas a un dominio de unión al ADN (LexA) y una construcción de malina 
fusionada al dominio de activación transcripcional (GAD). De este modo, si se produce 
interacción, el factor de transcripción se reconstituye y activa la transcripción de un gen cuya 
actividad puede ser cuantificada. Al medir la intensidad de interacción se observó que ambas 
formas de laforina son capaces de interaccionar con malina, no existiendo diferencias 
significativas entre sí (Figura 5B). 
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La interacción entre laforina y malina se confirmó también con ensayos de 
coinmunoprecipitación en células de mamífero. En este ensayo, células HEK-293 
transfectadas con construcciones myc-laforina (tipo silvestre y C329S) y HA-malina, fueron 
inmunoprecipitadas empleando anticuerpos específicos contra el epítopo myc. Cuando se 
analizó la fracción inmunoprecipitada, empleando anticuerpo anti-HA, se observó que tanto 
laforina silvestre como el mutante C329S son capaces de coinmunoprecipitar malina (Figura 
5C). En conjunto, estos resultados confirman la capacidad del mutante C329S de 
interaccionar con malina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estudio funcional del mutante de laforina C329S en células eucariotas.  (A) Ensayo de 
dimerización in vitro del mutante de laforina C329S expresado en células de mamífero. Extractos crudos de 
células HEK-293 transfectadas con plásmido pCMV-myc-laforina (tipo silvestre y C329S) se analizaron por 
Western blot en condiciones no reductoras, empleando anticuerpos anti-laforina. (B) Estudio de la interacción 
entre laforina y malina por doble híbrido. La cepa de Saccharomyces cerevisiae THY-AP4 se transformó con 
pACT2-malina y pEG202-laforina (tipo silvestre y C329S). La intensidad de interacción se expresa en unidades 
de Miller, tal como se describe en Material y Métodos. (C) Estudio de la interacción entre laforina y malina por 
coinmunoprecipitación en células de mamífero. Células HEK-293 transfectadas con pCMV-HA-malina y 
pCMV-myc-laforina (tipo silvestre y C329S) o pCMV-myc-vacío se sometieron a inmunoprecipitación con 
anticuerpos anti-myc. La detección de proteínas, tanto en el extracto crudo (E.C.) como en el inmunoprecipitado 
(IP), se realizó por Western blot con anticuerpos anti-HA y anti-myc.  
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2.2 Ensayos de ubicuitinación del complejo funcional laforina-malina 
A pesar de que los resultados anteriores indican que laforina y malina son capaces de 
interaccionar, esto no implica que mantengan las funciones que realizan en conjunto. A este 
respecto se ha descrito la capacidad del complejo laforina-malina de producir la 
ubicuitinación de sustratos proteicos implicados en la síntesis y regulación del glucógeno, así 
como de ubicuitinar a la propia laforina para su degradación (Gentry et al., 2005). En primer 
lugar quisimos comprobar si la ausencia de dimerización afectaba a la capacidad de malina de 
promover la ubicuitinación de laforina. Para ello se cotransfectaron células HEK-293 con 
construcciones de HA-laforina (tipo silvestre y C329S) y HA-malina, así como una 
construcción de ubicuitina que incorpora una cola de histidinas (6xHis-UB). De este modo, 
las proteínas ubicuitinadas en la célula presentan una cola de histidinas, lo que permite que 
sean purificadas mediante una resina de cobalto (ver Material y Métodos) y analizadas por 
Western blot. La purificación del material poliubicuitinado da lugar a la aparición de bandas 
de alto peso molecular, correspondientes a formas de la misma proteína con un número 
variable de ubicuitinas unidas.  Como se puede observar en la Figura 6A, tanto la proteína 
silvestre como la forma mutante son ubicuitinadas de forma dependiente por malina. 
A continuación estudiamos la capacidad de ubicuitinación del complejo laforina-malina 
sobre otros sustratos. Se ha descrito que laforina y malina forman un complejo funcional 
capaz de ubicuitinar y marcar para degradación a R5/PTG, una proteína reguladora de la 
síntesis de glucógeno (Vilchez et al., 2007). Por ello se cotransfectaron células HEK-293 con 
construcciones de HA-laforina (tipo silvestre y C329S), HA-malina, 6xHis-UB y myc-
R5/PTG. Cuando se analizó por Western blot la presencia de formas ubicuitinadas de R5/PTG  
se observó que la capacidad de ubicuitinación del complejo laforina (C329S) - malina fue 
similar al de laforina silvestre con malina (Figura 6B). Este resultado parece indicar que la 
mutación de dicho aminoácido no afecta a la capacidad del complejo de ubicuitinar a 
R5/PTG. 
En conjunto, en el presente trabajo hemos confirmado, empleando la forma mutante de 
laforina C329S, que la dimerización de laforina no es necesaria para la unión a carbohidratos, 
la actividad fosfatasa ni la formación de un complejo funcional con malina. 
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Figura 6. Ensayos de ubicuitinación del complejo laforina-malina. (A) Ensayo de ubicuitinación de 
malina sobre laforina. Sobreexpresión en células HEK-293 de pBSK-6xHis-UB, pCMV-HA-malina, pCMV-
HA-vacío y pCMV-HA-laforina (tipo silvestre y C329S). Las células fueron lisadas en presencia de cloruro de 
guanidinio 6M y las proteínas ubicuitinadas purificadas por cromatografía de afinidad empleando una resina de 
cobalto, como se describe en Material y Métodos. El resultado de la purificación se analizó por Western blot con 
anticuerpos anti-laforina. (B) Ensayo de ubicuitinación de R5/PTG por el complejo laforina-malina. 
Sobreexpresión en células HEK-293 de pBSK-6xHis-UB, pCMV-HA-malina, pCMV-myc-R5/PTG y pCMV-
HA-laforina (tipo silvestre y C329S). Análisis por Western blot empleando anticuerpos anti-myc. Unido: 
proteínas retenidas en la resina; E.C: extracto crudo. *: formas poliubicuitinadas. 
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DISCUSIÓN 
Laforina, la fosfatasa de especificidad dual estudiada en el presente trabajo, es una proteína 
que participa en diversos mecanismos implicados en la regulación de la síntesis de glucógeno. 
Mutaciones en laforina implicadas en el desarrollo de la enfermedad de Lafora dan lugar a la 
acumulación de formas aberrantes de glucógeno y a alteraciones en las rutas de degradación 
de proteínas. Al igual que otras proteínas fosfatasas similares estructuralmente, como VH1 
(Koksal and Cingolani, 2011), se ha descrito que laforina es capaz de dimerizar, y que la 
dimerización depende de las condiciones redox (Dukhande et al., 2011), lo que sugiere la 
implicación de puentes disulfuro en la dimerización de laforina. Previamente en nuestro 
laboratorio se definió que la mutación C329S daba lugar a una forma de laforina incapaz de 
dimerizar, siendo este resultado confirmado en el presente trabajo en células de mamífero. Sin 
embargo, el hecho de que esta forma mutante aparezca solo en forma monomérica puede ser 
debido a que la mutación de este aminoácido de lugar a un cambio conformacional que 
desestructure la proteína. Por ello, el análisis de las propiedades bioquímicas y funcionales del 
mutante C329S era necesario para comprobar si la ausencia de dimerización es debida a la 
disrupción del mecanismo específico que media esta unión, o bien es consecuencia de 
alteraciones estructurales más severas. 
La actividad de laforina viene definida principalmente por dos propiedades bioquímicas: 
actividad fosfatasa y unión a carbohidratos. La mutación de las ocho cisteínas de laforina 
incluidas en el estudio no afectó a la capacidad de las proteínas mutantes de unirse a una 
resina de amilosa, sugiriendo que estas mutaciones no afectan a la estructura del CBM. 
Cuando se analizó la capacidad catalítica de estos mutantes, todos ellos, a excepción del 
C329S, presentaron una reducción significativa en la actividad fosfatasa en comparación con 
el tipo silvestre, lo cual parece indicar que la ausencia de estos grupos tiol impide que se den 
las condiciones necesarias para una óptima acción catalítica. La mayor sensibilidad a cambios 
de pH de algunos de estos mutantes, como el C205S y el C250S, apoya también esta 
observación. 
Cuando se estudió la respuesta de los mutantes de laforina a la presencia de un agente 
oxidante se observó que todos ellos, a excepción del C123S, presentaron una respuesta similar 
a la del tipo silvestre. El motivo por el que esta mutación proporciona una mayor resistencia al 
H2O2 nos resulta aún desconocido. El hecho de que hasta la fecha solo se dispongan de 
modelos estructurales de los dos dominios de laforina por separado impide que podamos 
conocer la posición relativa de un dominio frente al otro. La mutación de la cisteína 123, 
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situada en la región que conecta ambos dominios, podría dar lugar a un cambio de 
conformación que afecte a la accesibilidad del surco catalítico, haciendo que esté menos 
expuesto. Este tipo de cambios podrían ser también la razón por la cual la mutación de 
cisteínas situadas fuera del dominio catalítico producen una reducción significativa de la 
actividad fosfatasa. Resulta interesante destacar también que las únicas mutaciones que dieron 
lugar a una reducción en la recuperación relativa de la actividad son las de aquellas cisteínas 
predichas en el interior de la región catalítica (cisteínas 169, 205 y 250), mientras que la 
mutación de las cisteínas del CBM o de la C329, que están situadas fuera del dominio DSPD, 
no afectan a su recuperación. En conjunto, estos resultados apoyan la importancia crítica de la 
estructura del surco catalítico para la correcta función de laforina como fosfatasa. El hecho de 
que la mayoría de estas mutaciones den lugar a alteraciones en la actividad de laforina nos 
impide determinar la participación de otras cisteínas en uniones inter- o intramoleculares, ya 
que la mutación de una de ellas podría estar afectando a la correcta unión entre las demás. Por 
ello, no podemos descartar que la mutación de la cisteína 329 afecte a otras que también 
participan en la dimerización, aunque el hecho de que tanto in vitro como en células de 
mamífero la mutación C329S produjera una completa ausencia de dímeros parece indicar que 
no hay otras cisteínas participando en este proceso. 
Dado que la función fisiológica de laforina en la regulación de la síntesis del glucógeno 
está estrechamente ligada a su interacción con la E3 ubicuitina ligasa malina, quisimos 
estudiar si la ausencia de dimerización impedía la interacción entre laforina y malina. A este 
respecto, el mutante C329S era capaz de unirse a malina con la misma eficiencia que el tipo 
silvestre, tanto en modelos de levadura como en células de mamífero. Sin embargo, esto no 
aseguraba que las funciones del complejo laforina-malina no se vieran afectadas. Cuando se 
produce la dimerización, es probable que se generen nuevas superficies de interacción no 
presentes en la forma monomérica, así como que se oculten otras superficies antes expuestas. 
No obstante, la mutación de la cisteína 329 no afecta a la capacidad del complejo laforina-
malina de ubicuitinar a la propia laforina. Este resultado sugiere que las posibles regiones 
diana de ubicuitinación de laforina están igualmente expuestas tanto en monómeros como en 
dímeros. Además, el hecho de que la capacidad de ubicuitinación sobre R5/PTG se mantenga 
inalterada en el mutante C329S parece sugerir que los cambios en estas superficies no afectan 
a la actividad del complejo laforina-malina. Este resultado también confirma que la mutación 
de la cisteína 329 afecta específicamente al mecanismo de dimerización, ya que ninguna otra 
función de laforina de entre las analizadas en este estudio parece estar alterada. 
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Las implicaciones de este estudio son de interés, ya que hasta la fecha no se disponía de 
ninguna información acerca de las implicaciones fisiológicas de la oligomerización de 
laforina. Nuestros resultados demuestran que el mutante C329S mantiene la actividad 
catalítica, la capacidad de unión a carbohidratos y la habilidad de formar un complejo 
funcional con malina, lo cual sugiere que las funciones principales de laforina son realizadas 
por formas monoméricas. Por tanto, el mutante de laforina C329S constituye una herramienta 
útil para evaluar qué propiedades de laforina dependen de la dimerización. Hasta el momento, 
laforina ha sido una proteína difícil de purificar y cristalizar debido a su tendencia a 
oligomerizar. Este mutante, que aparece en forma exclusivamente monomérica, puede resultar 
clave para la obtención de cristales de laforina que permitan resolver su estructura, mejorando 
nuestra compresión de las bases moleculares de la enfermedad de Lafora. 
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